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基础 研究 


侵入 细 肥 内 的 牙 眼 中 啉 单 肥 菌 影响 人 牙 周 腊 细 肥 的 增殖 及 成 骨 


MU 
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摘要 :目的 探究 活体 牙 眼 中 啉 单 胞 菌 (P. gingivalis) 侵 和 信人 牙 周 膜 细胞 (HPDLCs) 后 ,对 细胞 增殖 性 能 及 成 骨 向 分 化 作用 的 影 
响 。 方 法 将 P. gingivalis 与 HPDLCs 以 感染 复数 (MOI) 为 10.100 共 培养 90 min.8.24h 后 ,利用 细胞 侵袭 实验 比较 不 同时 间 及 
MOI FH F ,P. gingivalis X HPDLCs 的 侵袭 效能 。 用 CFDA-SE(Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester, C29H19NO11) 
标记 HPDLCSs ,加 入 已 gingivalis Jkci c5 8 24 48 72 h, 流 式 细胞 仪 检测 细胞 增殖 性 能 的 变化 。 将 SYTO9 标 记 的 已 gingivalis 
与 HPDLCSs 共 培养 24h 后 , 流 式 细胞 荧光 分 选 技术 (Fluorescence activated Cell Sorting, FACS ) 分 选 出 被 感染 细胞 ,利用 实时 荧 
光 定量 PCR 对 Runx2 基 因 进 行 检测 ,并 且 对 分 选 出 的 细胞 进行 矿 化 诱导 ,分 别 于 7、14、21 d, HITER AR GUI HPDLCs WAE 
结 节 形 成 。 结 果 P. gingivalis 与 HPDLCs 共 培养 90 min 后 , 即 可 进入 细胞 内 , 共 培 养 24 h 后 , 侵 秦 效 能 达到 最 大 值 。 被 PP. 
gingivalis 感 染 后 ,细胞 的 Runx2 基 因 表 达 明 显 下 调 , 且 其 矿 化 结 节 的 形成 明显 低 于 对 照 组 。 结 论 侵袭 进入 HPDLCs 内 的 活体 
P. gingivalis ,未 对 细胞 的 增殖 产生 明显 的 影响 ,但 可 以 明显 抑制 细胞 的 成 骨 分 化 作用 ,这 可 能 是 通过 下 调 Runx2 的 表达 来 实 


现 的 。 
关键 词 :牙齿 中 啉 单 胞 菌 ; 人 牙 周 膜 细 胞 ;细胞 增殖 ;成 骨 分 化 


Effects of intracellular Porphyromonas gingivalis on proliferation and osteogenic 


differentiation of human periodontal ligament cells in vitro 
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Department of Stomatology, Nanfang Hospital’, College of Stomatology, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To investigate the ability of Porphyromonas gingivalis to invade human periodontal ligament cells 


(hPDLCSs) and the effect of intracellular P. gingivalis on cell proliferation and osteogenic differentiation in vitro. Methods The 
invasion ability of P. gingivalis in hPDLCs was tested using an antibiotic protection assay at the multiplicity of infection (MOI) 
of 10 and 100. The proliferation of the infected cells was detected using a CFDA-SE kit, and the cells were sorted by 
fluorescence-activated cell sorting (FACS) followed by alizarin red staining for detecting mineralization nodules deposition; 
real-time PCR was used to examine the expression of Runx2 mRNA in the cells. Results P. gingivalis actively invaded hPDLCs, 


and the internalized P. gingivalis was able to resist antibiotic treatment. The cells infected by P. gingivalis exhibited no 
significant suppression of cell proliferation, but showed significantly lowered capacity for osteogenic differentiation, 


down-regulated RUNX2 mRNA expression, and reduced mineral deposition. Conclusion Intracellular P. gingivalis does not 
significantly affect the proliferation of hPDLCs but inhibits osteogenic differentiation of the cells. 
Key words: Porphyromonas gingivalis; human periodontal ligament cells; cellproliferation; osteogenic differentiation 


牙 周 病 是 造成 成 人 牙齿 缺失 的 主要 病因 。 大 量 的 
实验 研究 流行 病 学 资料 和 临床 观察 证 明 , 牙 周 病 是 阔 
斑 微 生物 引起 的 感染 性 疾病 。 菌 斑 微 生物 是 引发 牙 周 
病 的 始 动 因子 ,是 造成 牙 周 组 织 破坏 的 必需 因素 。 牙 岂 
UPR (Porphyromonas gingivalis, P. gingivalis) 是 
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最 常见 的 , 且 目 前 公认 的 牙 周 致 病菌 之 一 ”“。 

研究 表明 "2 , P. gingivalis 可 以 附着 在 颊 粘膜 、 牙 
周 袋 上 皮 细 胞 以 及 通过 细菌 的 共聚 作用 附着 于 菌 斑 中 
其 他 细菌 的 表面 ;可 以 产生 牙 巾 素 .胶原 酶 . 脂 多 糖 
(LPS) 等 毒 力 因 子 对 牙 周 组 织 产生 破坏 作用 ,使 附着 丧 
AK 、 牙 槽 骨 吸 收 增加 ,最 终 造 成 牙齿 松动 脱落 ;此 外 尸 
gingivalis 还 可 以 侵入 到 宿主 细胞 内 ,使 得 其 自身 可 以 逃 
避 和 宿主 的 先天 性 免疫 防御 。 侵 入 宿主 细胞 内 的 已 
gingivalis 不 但 可 以 在 细胞 内 长 期 生存 ,还 能 通过 细胞 间 
桥 扩散 感染 临近 细胞 中 。 目 前 关于 牙 上 由 趾 啉 单 胞 菌 对 
牙 周 炎 发 生发 展 的 作用 机 制 尚未 完全 阐明 。 以 往 的 研 
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究 “" 主 要 针对 牙 卢 趾 啉 单 胞 菌 的 某 一 致 病因 子 对 牙 周 
组 织 或 细胞 的 作用 来 探讨 其 致 病 机 制 ,但 由 于 寄居 在 宿 
主体 内 的 细菌 多 是 以 活体 状态 存在 ,而 细菌 的 某 些 毒 力 
因子 ,如 脂 多 糖 只 有 当 细 菌 死亡 溶解 或 用 人 工 方 法 破 
坏 菌 细胞 后 才 释 放出 来 ,因此 对 于 细菌 单一 组 分 在 
疾病 中 作用 的 研究 并 不 能 反应 疾病 的 真实 状态 ,而 且 
也 有 相关 研究 表明 ,活体 已 gingivalis 与 其 毒 力 因 子 组 
分 在 宿主 细胞 中 所 引发 的 反应 并 不 完全 一 致 “”。 

本 人 研究 通过 探讨 寄居 在 人 牙 周 膜 细胞 内 的 活体 P. 
gingivalis 对 细胞 的 增殖 .成 骨 分 化 等 生物 学 性 能 的 影 
T] ,为 牙 周 炎 发 病 机 制 的 研究 提供 相关 实验 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 细菌 

P. gingivalis ATCC 33277 菌株 (Microbiologics 公 
司 ,美国 ) 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

脑 心 浸 液 肉 汤 培 养 基 (Brain Heart Infusion Broth, 
BHI, 山 东 , 海 博 ) ,氧化 血红 素 (Sigma, 美 国 ) ,维生素 
K(CSigma, 美 国 ) ,无 菌 脱 纤 维 绢 羊 血 (广州 营 特 生物 
科技 有 限 公 司 ),CFDA-SE 细胞 增殖 与 示 踊 检测 试剂 
RESA, E38.) JA ffi FBS) (Corning , 2$ [8 ) , 
DMEM 培养 基 (Corning, 美 ), RNAiso Plus 
(TaKaRa 公司 ,日 本 ) ,逆转 录 试 剂 盒 (TaKaRa 公司 ,日 
K), KILE t PCR 试剂 盒 (Roche ,瑞士 ) ,三 氧 甲 烷 ( 华 
大 ,广东 ), 无 水 乙醇 ( 华 大 ,广东 ), 异 丙 醇 ( 华 大 ,广东 )， 
地 塞 米 松 (Sigma, 美国 ) ,维生素 C(Sigma, 美国 ) ,B- 甘 
油 磷 酸 钠 (Sigma, 美 国 ),SYTO9(Invitrogen, 美 国 ) , 牛 
血清 白 蛋 白 (BSA)(sigma, 美 国 ) ,Triton(Takara, 日 本 )， 
Alexa Fluor?594 Phalloidin(Invitrogen, 美 国 )。 

Anoxomat Markl 大 氧 微 需 氧 培养 系统 (MART,， 
W), ETRE (Sartorius, 德国 ) ,倒置 相差 显微镜 及 
有 照相 系统 (Olympus, 日 本 ), 生 物 安全 柜 ( 上 海 振 阳 设备 
有 限 公 司 ) ,离心 机 (Thermo, 美 国 ) , 流 式 细胞 仪 (BD 
FACSCalibur, 美 国 ) ,罗氏 L480 实时 区 光 定 量 PCR 仪 
(Roche, mit)» 
1.3 人 和 牙 周 膜 细胞 体外 培养 

取 南 方 医科 大 学 南方 医院 口腔 科 12~25 岁 因 正 畸 
减 数 治疗 需要 ,拔除 的 牙 周 组 织 健康 患者 的 前 磨牙 ， 
牙齿 拔 出 后 立即 放置 于 100 U/mL 青霉素 .100 ug/mL 
链 才 素 的 DMEM 培 养 基 中 , 冰 上 放置 转移 至 实验 室 , 无 
菌 PBS 缓 冲 液 冲洗 3 所 ,无 菌 湿润 条 件 下 乔 取 根 中 13 的 
牙 周 膜 组 织 ,利用 组 织 块 酶 消化 法 原 代 培养 PPDLCSs2> , 
一 般 原 代 培养 1 周 左右 ,可 见 细胞 从 组 织 块 周围 游 出 。 
竺 细胞 生长 汇合 达 70%~80% 时 ,进行 传代 ,鉴定 之 后 用 
于 后 续 的 实验 研究 。 


1.4 Fehi eA 

将 已 gingivalis NTCC33277 复苏 后 接种 于 BHI 羊 
血 琼 脂 培养 基 ( 含 50 mL/L 脱 纤维 羊 血 5 mg/L KAIM. 
红 素 和 1 mg/L 维 牛 素 K3),37 %C 厌 氧 培养 (80%N;、10% 
CO, .10%HD)。 

1.5 牙齿 中 啉 单 胞 菌 对 人 牙 周 膜 细 胞 侵袭 效能 的 比较 

使 用 SYTO9 按 照 产 品 说 明 标 记 牙 眼中 啉 单 胞 菌 ， 
加 入 到 人 牙 周 膜 细胞 中 共 培 养 24h 后 ,细胞 用 PBS 
清洗 2 次 ,4% 多 上 聚 甲醛 固定 10 min,PBS 洗 涤 2~3 次 ,每 次 
10 min,0.1%Triton 透 化 处 理 10 min, PBSTEZE2-31X , 
每 次 10 min, 加 入 1 mL 1%BSA 孵 育 20~30 min, 滴 加 
适宜 浓度 的 Alexa Fluor$594 Phalloidin 对 细胞 骨架 中 
的 F-actin 进行 染色 , 避 光 ,室温 月 育 20 min, PBS DETK 3 
次 ,每 次 5 min, 使 用 DAPI 对 细胞 核 进 行 复 染 ,PBS 洗 涤 
3 次 ,每 次 5 min, 激 光 共 聚焦 显微镜 下 观察 。 

应 用 细胞 侵袭 实验 检测 已 gingivalis 对 hPDLCs 的 
侵 穴 效能 站。 将 4~10 代 人 牙 周 膜 细胞 于 实验 前 24 h 以 2x 
107 和 孔 的 密度 接种 于 24 和 孔 板 中 ,24h 后 ,将 已 gingivalis 
L4 MOL 10(2x10547 ) FI 100 (2x 10 P ) JILA EA TF Ji] 
膜 细胞 中 ,常规 培养 90 min.8.24h 后 ,PBS 洗 涤 细 胞 并 
加 入 100 ug/mL PRKEN 300 ug/mL 庆 大 霉 素 联 合作 
用 60 min, 杀 死 未 侵入 细胞 内 的 细菌 ;加 入 1 mL/ 孔 无 菌 
蒸馏水 继续 培养 30 min, 使 细胞 溶解 破坏 ,5 000 r/min, 
离心 15 min, 将 获得 的 沉 演 物 用 少量 BHI 培 养 基 重 悬 ， 
涂 布 于 含有 5 mg/L 氧化 血红 素 、1 mg/L EER K3 和 
50 mL/L 脱 纤维 羊 血 的 BHI 羊 血 琼 脂 培养 板 上 ,37 "CER 
氧 培养 14 d。 设 立 对 照 组 ,对 照 组 中 没有 细胞 ,每 孔 仅 含 
有 2x10' 个 细菌 ,加 入 100 hg/mL 甲 硝 只 和 300 hg/mL 庆 
大 短 素 联合 作用 60 min 后 ,将 菌 液 涂 板 , 厌 氧 培 养 14 d. 

取 第 4~10 代 人 牙 周 膜 细胞 ,用 SYTO9 标 记 P. 
gingivalis, 以 MOI 为 10 加 入 人 牙 周 膜 细胞 中 共 培 养 
24 ,使 用 流 式 细胞 术 进 行 检测 。 

1.6 牙 闪 中 啉 单 胞 菌 对 人 牙 周 膜 细胞 增殖 能 力 的 影响 

取 第 4~10 代 人 牙 周 膜 细胞 ,用 CFDA-SE 标 记 后 接 
种 与 培养 史 中 ,24 h 后 对 照 组 更 换 培养 基 , 实 验 组 加 入 
含有 MOI 为 10 的 牙齿 中 啉 单 胞 菌 的 培养 基 , 共 培养 0、 
8,24 48.72 h 后 , 流 式 细胞 仪 检测 细胞 增殖 性 能 的 改变 。 
1.7 牙 闪 中 啉 单 胞 菌 对 人 牙 周 膜 细 胞 成 骨 分 化 作用 的 
影响 

取 第 4-10 代 人 牙 周 膜 细 胞 , FH SY TOO bi iu P. 
gingivalis, 以 MOI 为 10 加 入 人 牙 周 膜 细胞 中 共 培 养 24h， 
使 用 FACS 分 选 出 被 感染 的 牙 周 膜 细胞 ,常规 培养 。 将 
分 选 出 的 P. gingivalis 感 染 细 胞 和 正常 牙 周 膜 细胞 ,用 
RNAiso Plus 裂解 ,按照 Takara 产 品 说 明 提 取 总 RNA， 
分 光 光 度 计 测定 RNA 浓 度 和 纯度 。 以 总 RNA 为 模板 ， 
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使 用 PrimerScript RT reagent Kit 试 剂 盒 进 行 逆 转录 。 
qRT-PCR 检测 Runx2 基 因 在 对 照 组 与 P. gingivalis 感 染 
组 人 牙 周 膜 细胞 中 的 表达 。 所 用 引物 序列 如 表 1 所 
示 。 反 应 条 件 为 :95 C 5min( 预 变性 );95 9C 10 s( 变 
性 );60 C 20 s( 退 火 );72 C 20 s( 延 伸 ); 变 性 .退火 、 延 
伸 共 45 个 循环 。 

将 分 选 出 的 已 gingivalis 感染 细胞 和 正常 牙 周 腊 
细胞 分 别 以 1x107 和 孔 的 密度 接种 于 6 孔 板 中 ,正常 牙 
周 膜 细胞 作为 对 照 组 ;24 h 后 ,将 培养 基 更 换 为 含有 
0.1 umol/L Ji 3E 2K £^ , 10 mmol/L BB- 甘油 磷酸 钠 、50 
umolL 抗 坏 血 酸 和 10%FBS 的 DMEM 培 养 基 , 即 矿 化 
诱导 培养 基 ; 矿 化 诱导 7、14、21 d, PE RAA Co 
HPDLCs 形 成 矿 化 结 节 的 能 
1.8 统计 学 分 析 

SPSS16.0 统 计 软 件 进行 相关 数据 分 析 。 两 组 间 比 
较 采 用 独立 样本 :检验 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


LA] SYTO9 
图 1 FARNE EAA ZEJSIER ARR S 


AlexFluro 594 pallodin 


表 1 Runx2 及 GAPDH 引 物 序 列 及 大 小 
Tab.1 Primer sequence and product size of Runx2 and GAPDH 


Gene Primer sequence Size (bp) 
Runx2 S'-TGGTTACTGTCATGGCGGGTA-3' 

101 
NM. 001015051. 5-TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA-3' 
GAPDH 5-ACAGTCAGCCGCATCTICTT-3' 

259 


NM. 002046 5'-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3' 


2.1. FARM AAT AR GE A RC AEK YO 

激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 结果 显示 :以 MOI 为 10 
的 P. gingivalis 感 染 人 牙 周 膜 细 胞 24 h 后 ,被 SYTO9 标 
icm) JU CECI P. gingivalis 位 于 人 牙 周 膜 细 胞 的 
胞 浆 内 , 且 主 要 分 布 在 核 周 (图 1)。 


流 式 细胞 仪 检 测 被 已 gingivalis 感染 的 HPDLCs 
(图 2) ,结果 显示 , 5 P. gingivalis 共 培 养 24 h 后 ,超过 


Fig.l P. gingivalis invaded human periodontal ligament cells after co-culture for 24 h. A: Alex Fluro594 polloidin-labeled F-actin (Red 
fluorescence); B: SYTOO-labeled P. gingivalis (green fluorescence); C: DAPI-labeled cell nucleus (blue fluorescence); D: Merged image. 


90% 的 牙 周 膜 细 胞 都 被 已 gingivalis 侵入。 细胞 裂解 物 
涂 板 厌 氧 培养 结果 显示 :对 照 组 的 培养 下 上 未 见 菌落 形 
成 ,说 明 该 浓度 的 抗生素 可 有 效 杀 灭 未 侵入 细胞 内 的 细 
菌 ( 图 3A)。P. gingivalis 与 HPDLCs 共 培养 90 min 后 
即 可 侵袭 入 细 胞 内 (图 3B、`C); 共 培养 8 h( 图 4) 及 24h 
(图 5) ,进入 细胞 内 的 细菌 明显 增多 , 日 24 h 侵 袭 量 达 
到 最 大 。 而 MOI=10 及 100, 进 入 细胞 内 的 细菌 数 肉眼 
上 观 没 有 明显 差别 。 
2.2 牙 亡 中 啉 单 胞 菌 对 人 牙 周 膜 细胞 增殖 性 能 的 影响 
流 式 细胞 仪 检测 结果 显示 :对 照 组 和 已 gingivalis 
感染 组 在 培养 8.24.48.72 h 后 ,细胞 CFSE 荧 光 强 度 基 
本 一 致 , 除 少量 自 增殖 外 ,没有 发 生 明 显 的 增殖 改 
变 ,表现 为 一 个 主要 单 峰 (图 6) ,说 明 已 gingivalis 入 侵 


J 
Control | Treatment 
M". | P 


10? 10' 10 10 10 10° 
SYTO9-A 

图 2 流 式 细胞 检测 被 已 gingivalis 感 染 的 HPDLCs 

Fig.2 Analysis of invasion efficiency of P gingivalis in 

HPDLCs by flow cytometry. The invasion efficiency of P. 

gingivalis was expressed as the percentage of fluorescent cells. 
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A B 


3 P. gingivalis E HPDLCs 2532890 min 形 成 的 菌落 数 

Fig.3 Ability of P. gingivalis to invade HPDLCSs tested with antibiotic protection assay at MOI of 10 and 
100. P.gingivalis and HPDLCSs were co-cultured for 90 min. The survival of internalized P. gingivalis cells 
was further analyzed by in vitro treatment with metronidazole and gentamicin and by anaerobic culture 
viability counts. A: Control Group; B: MOI 10; C: MOI 100. 


图 4 P. gingivalis 与 HPDLCs 共 培养 8 了 h 形 成 的 菌落 数 

Fig.4 Ability of P. gingivalis to invade HPDLCS after co-culture for 

8 h tested with antibiotic protection assay at MOI of 10 (A) and = : 

100 (B). 10° 10' 10 10 10* 10 
FITC-A 


图 6 流 式 细胞 仪 检测 P.gingivalis 对 HPDLCs 增 殖 性 能 的 影响 
Fig.6 Analysis of the cell proliferation of P. gingivalis-infected 
HPDLCSs by flow cytometry. 


3 讨论 

牙 卢 中 啉 单 胞 菌 在 牙 周 炎 的 致 病 中 起 到 了 重 
要 作用 ,例如 其 脂 多 糖 和 菌 毛重 白 可 促进 炎症 因子 
A , WER” , SE ARR BUT APR HORA HERR AE" A 
图 5 P. gingivalis S HPDLCs 3538 24 h 形 成 的 菌落 数 等 。Pathirana 等 “学 者 认为 ,完整 的 活体 已 gingivalis 
Fig.5 Ability of P. gingivalis to invade HPDLCs after co-culture for 对 宿主 的 作用 与 其 释放 的 毒 力 因子 不 同 ,甚至 激活 的 细 
24 h tested with antibiotic protection assay at MOI of 10 (4) and 胞 内 通路 以 及 释放 的 细胞 因子 也 不 其 相同 。 


100:8), 本 研究 中 我 们 将 活体 的 已 gingivalis 与 人 牙 周 膜 细 

胞 共 培 养 ,90 min 即 可 看 到 P. gzngizalis 侵 入 细胞 。 荧 光 
HPDLCs 后 ,并 未 对 细胞 的 增殖 产生 明显 影响 。 染色 的 结果 显示 ,侵入 细胞 的 已 gingivalis 位 于 胞 效 中 ; 
2.3 P. gingivalis 对 hPDLCs 成 骨 分 化 作用 的 影响 细胞 侵袭 实验 和 流 式 分 析 的 结果 显示 , 共 培 养 24 hb 后 ， 


用 流 式 活 细胞 分 选 将 被 感染 的 细胞 分 选 出 来 后 , 进 P. gingivalis 的 侵 柳 效率 超过 了 90%。 但 是 P. gingivalis 
行 矿 化 诱导 实验 。 矿 化 诱导 7、14、.21 d PRERE 。 的 人 侵 并 未 对 细胞 的 增殖 产生 明显 的 影响 。Zhang 等 * 
采 显 示 : 对 照 组 及 实验 组 成 骨 诱 导 7 d 后 (图 7), 均 未 形 学 者 将 牙 报 中 啉 单 胞 菌 与 人 主动 脉 平滑 肌 细胞 (AoSMCs) 
成 明显 的 矿 化 结 节 ;成 角 诱 导 14 d 后 (图 8), 对 照 组 中 形 tyg, RIALP. gingivalis 可 以 通过 激活 Notch 信 号 通 
成 少量 矿 化 结 广 ,实验 组 中 未 见 明显 的 矿 化 结 广 ;成 明 。 ”路 促进 AoSMCs 的 增殖 。 这 些 结果 都 表明 , P. gingiva- 
诱导 21 d 后 (图 9) ,对 照 组 中 出 现 较 多 的 矿 化 结 节 ， ji 寄生 在 宿主 细胞 内 ,并 不 会 抑制 细胞 的 正常 生长 。 
而 实验 组 中 仅 可 见 少 量 结 节 形成 。 实 时 灾 光 定量 PCR 牙 周 膜 细胞 是 牙 周 膜 的 主要 成 分 之 一 ,其 中 含有 未 
结果 显示 ,实验 组 写 矿 化 相关 的 Runx2 基 因明 显 下 调 。 分 化 的 间 充 质 细胞 ,其 具有 分 化 功能 ,能 进一步 分 化 
(图 10), 且 结果 差异 具有 统计 学 意义 (P=0.0004)。 为 成 纤维 细胞 .成 骨 细胞 和 成 牙 骨 质 细 胞 ,在 维持 牙 
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图 7 茜 素 红 染 色 法 检测 hPDLCSs 矿 化 结果 (7 d) 


Fig.7 Mineralized nodules in HPDLCS after 7 days of osteogenic induction (Alizarin red S staining). 


Control group 


Infected group 


aer 


图 8 茜 素 红 染 色 法 检测 hpPDLCSs 矿 化 结果 (14 d) 


Fig.8 Mineralized nodules in HPDLCS after 14 days of osteogenic induction (Alizarin red S staining). 


周 组 织 稳 定 及 牙 周 组 织 再 生 中 发 挥 了 重要 的 作用 。 
P. gingivalis 感 染 牙 周 膜 细 胞 后 ,明显 抑制 了 牙 周 膜 
细胞 的 成 骨 分 化 能 力 ,实验 结果 显示 ,被 已 gingivalis 
侵入 的 牙 周 膜 细胞 矿 化 结 节 的 形成 明显 减少 。 而 且 
P. gingivalis 感染 组 ,其 成 骨 细 胞 分 化 的 主 控 基 
(master gene)Runx2 的 表达 明显 低 于 对 照 组 。 已 有 实 
Us| ZUE, P. gingivalis 的 脂 多 糖 菌 毛重 白 等 组 分 
可 通过 TLR(Toll-like receptor) 激 活 NF-kB 等 信号 途 
径 , 促 进 成 纤维 细胞 以 及 树 突 状 细胞 、 巨 哈 细 胞 等 免疫 
细胞 释放 IL-1B,TNF-o 等 前 炎症 因子 ,而 这 些 前 炎症 因 


子 可 以 促进 破 骨 细胞 的 分 化 ,从 而 造成 牙 模 骨 的 吸收 
增加 ”YY。Runx2 是 成 骨 细 胞 分 化 的 早期 决定 性 转录 
因子 及 体内 成 骨 的 必需 转录 因子 。Runx2 基因 敲 除 的 
小 鼠 将 无 法 形成 矿 化 的 骨骼 系统 而 发 生 围 产 期 死亡 
现象 站 。 本 人 研究 的 结果 显示 ,活体 P. gingivalis 侵 入 细 
胞 后 ,不 但 可 以 在 细胞 内 生存 ,而 且 可 以 通过 下 调 
Runx2 抑 制 牙 周 膜 细胞 的 成 骨 向 分 化 。 这 可 能 是 导致 
牙 周 病 发 病 过 程 中 成 骨 与 破 骨 失衡 的 原因 之 一 。 
Wang 等 中 的 研究 显示 , P. gingivalis 的 脂 类 可 以 下 调 
成 骨 细 胞 中 Runx2 的 表达 ,并且 抑制 成 骨 细胞 的 分 化 
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图 9 甘 素 红 染 色 法 检测 hPDLCs 矿 化 结果 (21 d) 


Fig.9 Mineralized nodules in HPDLCS after 21 days of osteogenic induction (Alizarin red S staining). 


1.5 
NC) 70T?4 


= 
o 


eo 
ui 


Relative mRNA expression 


o 
o 


Runx2 


图 10 对 照 组 及 实验 组 中 Runx2 基 因 mRNA 的 表达 
Fig.10 Runx2 mRNA expression in control and 
infected HPDLCs detected by quantitative reverse 
transcriptase PCR. ***P«0.001. 


及 功能 ; Uehara 等 ”的 研究 发 现 脂 多 糖 可 以 诱导 
Runx2 DNA 的 超 甲 基 化 ,从 而 抑制 Runx2 的 转录 ; 
Bandow 等 ”的 研究 则 表明 , 脂 多 糖 所 引起 的 成 骨 细 胞 
功能 抑制 是 MyD88 依赖 的 。 本 人 研究 中 所 显示 出 的 已 
gingivalis 活体 对 Runx2 基 因 的 下 调 作 用 究竟 是 通过 何 
种 途径 来 实现 的 ,其 具体 机 制 仍 有 待 于 进一步 的 研究 。 

本 研究 的 结果 显示 ,侵袭 进入 HPDLCs 内 的 已 
gingivalis 可 以 在 细胞 内 生存 ,并 可 抵御 抗生素 的 杀 灭 作 
用 ;寄生 在 细胞 内 的 活体 已 mingivalis ,未 对 细胞 的 增殖 
产生 明显 的 影响 ,但 可 以 明显 抑制 细胞 的 成 骨 分 化 作 
用 ,这 可 能 是 通过 下 调 Runx2 的 表达 来 实现 的 。 
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